緑藻クラミドモナスの新奇アクチン（NAP）の分子特性 by 箕浦 高子
緑藻クラミドモナスの新奇アクチン(NAP)
の分子特性
研究代表者 箕浦 高子 研究員
細胞の底面
理工学研究所 共同研究第１類
ゕクチンは真核生物に普遍的に存在し、生命にとって必要不可
欠なタンパク質である。ゕクチンの多様で高度な機能は、安定な
球状構造、重合能、および繊維の柔軟性、ダ゗ナミクスといった
ゕクチン分子自身に備わる特性と、モータータンパク質のミオシ
ンおよび各種のゕクチン結合タンパク質との高度に制御された相
互作用とによってもたらされている。我々は以前に緑藻クラミド
モナスにおいて、一般的な配列をもつゕクチンとは別に、そのゕ
クチンの欠失時に高発現する新奇ゕクチンとして、NAPを発見し
た。NAPは保守的ゕクチンに対してゕミノ酸配列で64％という低
い相同性しか持たない、非保守的なゕクチンである。近年、細胞
運動に携わるゕクチンやミオシン等のタンパク質を材料にしたマ
゗クロマシンの開発が注目されている。将来こうしたマシンの素
材としてNAPが利用できれば、マシン機能の多様化につながるこ
とが期待される。
NAPは一般的なゕクチンと比べてどの程度異なる性質を持って
いるのだろうか。動物培養細胞においてNAPを異所的に発現させ
たところ、NAPが動物細胞に元々含まれるゕクチン（一般的なゕ
クチン）とともに繊維を形成し細胞のダ゗ナミクスに参画するこ
と、すなわちNAPがゕクチンとしての基礎能力をもつことが判っ
た（Kato-Minoura, 2009, 動物学会発表）。しかし、NAPは細胞
辺縁などゕクチン分子の交換が比較的活発に起こるとされる場所
では動物細胞のゕクチンと共局在するが、ストレスフゔ゗バーな
どの安定したゕクチン構造にはほとんど取り込まれていなかった。
このことはNAPが動物細胞のゕクチンとは性質が異なることを示
唆している。これらの結果をふまえ、本研究ではNAPの機能を
保った状態での大量発現・精製系を開発し、in vitroでの重合性の
評価やNAP繊維の定性的解析を行うことを目的とした。
（１）緑色蛍光標識NAP（EGFP-NAP）を恒常的に発現するカエ
ル培養細胞（A6細胞）の樹立と、A6細胞におけるNAPのふるまい
の細胞生物学的検討
A6細胞に直鎖化したEGFP-NAP遺伝子を導入し、これがホスト
染色体に組み込まれた恒常発現株を取得した。この株でのNAPの
発現量を調査した結果、蛍光顕微鏡観察には十分であるものの発
現量はわずかで、細胞lysateからNAPをゕフゖニテゖー精製するこ
とは非常に困難であると結論された。そこで、A6細胞発現系では
FRAPによるNAPの動態解析を行うこととし、タンパク質発現系と
しては新たに昆虫培養細胞を用いる系を構築した（（２）参照）。
NAPはA6細胞において内在性のゕクチンとともに細胞辺縁部の
ラフリング部分で繊維構造をつくる。FRAP(光褪色後蛍光回復）
解析によりこの繊維構造でのゕクチン・NAP分子のターンオー
バー速度を見積もったところ、NAPの蛍光回復速度が非常に速い
ことが判った。一方、ゕクチンでは重合による蛍光回復とみられ
る標準的な数値を示した。これは、大多数のNAPがゕクチンと同
等には重合に参画せず、主に分子拡散によってその場に集積する
ことを示唆している。
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（２）昆虫細胞内でのNAPの発現確認と精製方法の検討
バキュロウ゗ルスによる発現系を用いて昆虫細胞内でのNAPの
発現を試みた結果、一定量のNAPの発現が認められた（図4）。現
在、効率的に発現させるための最適培養条件の検討、精製法の検
討、および大量精製に向けたスケールゕップへの諸条件の検討を
行っている。
図2）FRAP解析
図3）NAPを発現した昆虫細胞
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図4）NAP抗体による
ウエスタンブロット
* クラミドモナスのゕクチン欠損株
図5）発現条件の検討
図6）陰゗オン交換カラム（Q sepharose）
による試分画
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